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Gpr81　Gene　Knockout　in　MC3T3-E1　Cells　by　Using　CRISPR/Cas9　System
Toyonobu　MaEDa1,　Atsuko　SuzuKI1,　Satoshi　Yuzawa1
　　　　　　　Yuh　BaBa2　and　Yasumasa　KaTO1
　　　 We　 used　CRISPR/Cas9　 System(PX458)to　 obtain　a　mouse　 osteoblast　cell　line
(MC3T3-E1)with　 G　protein-coupled　receptor　81(Gpr81/Hcar1)gene　 knocked　out.
CRISPR/Cas9　 expression　vector　for　Gpr81　gene　was　constructed　by　the　Golden　Gate
modification　method.　The　mouse　 Gpr81　gene　sits　on　chromosome　 5.　Double-strand
breaks　were　introduced　to　the　chromosome　to　promote　non-homologous　end-joining.
We　selected　two　clones　which　showed　significant　attenuation　of　the　gene　expression.　We
found　a　4　base-deficient　mutation　in　the　guide　RNA　 target　sequence　of　these　cell　lines,
and　a　point-mutation　nearby　the　proto-spacer　adjacent　motif(PAM).　These　mutations
induced“frame-shift”and　caused　the　coding　sequence　to　shorten　to　correspond　to　24
amino　acids.　GPR81　 protein　expression　in　the　whole　cell　lysates　was　analyzed　by　West-
ern　blotting,　which　indicated　that　the　expression　of　GPR81　 protein　in　the　knocked-out
cell　clone　was　significantly　ow　compared　with　the　wild　type(3.27±1.01%to　 the　wild
type).　CRISPR/Cas9　 was　 able　to　be　constructed　in　a　few　hours　and　it　successfully
knocked　down　the　Gpr81　gene　in　MC3T3-E1　 cells.　Thus,　CRISPR/Cas9　 system　can　be
considered　to　be　a　very　efficient　tool　for　knocking　out　genes　of　interest　in　osteoblasts.
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　DNAの 二 本 鎖 切 断(double-strand　break;
DSB)は,非 相 同 末 端 組替 え(non-homologous
end-joining;NHEJ)や相 同組換 え(homologous
recombination;HR)によ っ て 修 復 を受 け る。
この う ち,主 にDSB修 復 を担 うNHEJは 細胞
周期非依存 的 であ り,か つ 数塩 基程度 のエ ラーが
連続 的 に挿 入 されやす い。近年,こ れ に伴 うフレー
ム シフ ト変異 な どを用 い るとこで,ゲ ノム改変が
行 われて きてい る1)。1996年にZFN(zinc-finger
nuclease)が報 告 され た が2),ジンク フ ィンガ ー
モ ジュール の干渉 によ り塩基認識 特性 が変 化す る
とい う問題 があり,ゲ ノム編 集には使 用が大 変難 し
かった3)。しか し,TALE(transcription　activator-like
effector)は塩 基 認 識 干 渉 が な く,　ZFNと 同 じ
Fok　Iを連結 させ たTALEヌ ク レアーゼは,作 製
手間 が煩雑 で はあ るが,非 常 に有効 なゲ ノム編集
ツール と して2010年に報告4)され て以来 多 く用 い
ら れ て い る。2013年に 報 告 さ れ たCRIsPR/
Cas9(clustered　gularly　interspaced　short
palindromic　repeats/CRISPR-associated
protein　9)は,　Cas9による切 断の特異性 をガイ ド
RNA(gRNA)に よ っ て 規 定 さ せ る た め に,
DSBを 発生 させ るこ とが可能 で あ り,　TALEヌ
ク レァ ーゼに比較 して数十 分の1以 下 の手 間でベ
ク ターの構築 が可能 なために大変容 易で,ゲ ノム
編集 手法 と しての有 効性 が期 待 され てい る。
　 本 研 究 で は,マ ウ ス 骨 芽 細 胞 様 細 胞
MC3T3-E1細胞 にCRISPR/Cas9を用 いて5番
染 色 体 上 に3285塩基 で コ ー ド さ れ るHcar1
(Gpr81領域 遺 伝子)を 編 集 し,ノ ック ダ ウ ン
細胞株 を樹立 したので ここに報告 す る。
　 1.CRISPR/Cas9の設計
　hU6プロ モ ー ター下 でgRNAを 発 現 し,　CBh
プ ロモ ー ター下 で2A-GFP融合hCas9酵素 を共
発 現す るプ ラス ミ ドで あ る,pspCas9(BB)-2A-
GFP(PX458)をaddgene(MA,　USA)から分譲 を
受 けた(図1)。 この プ ラス ミ ドはBbs　Iサ イ ト
に挿 入す る塩基 配列 によ り標的 を特 定す る もので
あ る5)。標 的 配 列 は,NCBI　Gene　ID　243270と
GenBankアクセ ッシ ョン番号NM _175520から,
PAM(proto-spacer　djacent　motif)配列 を+428
～ ＋430の"ggg"とし,標 的 ゲ ノ ム配列 を ＋408
～+427の20塩基 と した。制 限 サイ トに適合 す る
よ うに,　5'-cac cgc　tcc　aac　tgc　tat　gga caa　c-3',
5'-aaa　cgt　gt　cca　tag　cag　ttg　ag　c-3'の配列 を
持つオ リゴ ヌクレオチ ドの構築 を日本遺伝 子研究
所(仙 台)に 依頼 した。
　 2.CRISPR/Cas9発現 ベ クターの構築
　 プ ラス ミ ドの作成 に はGolden　Gateの変 法 を
用いて行 った。す なわ ち,2種 類の合成 オ リゴを
アニー リング し,Bbs　I制 限サ イ トを認識 す る制
限酵素Bpi　I(Thermo　Fisher,　MA,　UsA)とDNA
リガーゼ(New　England　Biolabs,　Hertfordshire,
Uk)と を同時 に精製 済 みPX458プラス ミ ドに作
用 させ た。この反応生成 物 を,コ ンピテ ン トE.coli
HST08(タカ ラバ イオ,東 京)に 形 質 転 換 し,
LBプ レー トで1晩 培養 した。 コロニ ー を少量 培
養 しプラス ミ ド抽 出後,Bpi　Iを 十 分 な時間反 応
させ た。 この反応 液 を0.7%アガ ロース ゲル で電
気 泳 動 し,Bpi　Iで 全 く 消 化 で き な い も の を 選 択
し た 。 精 製 後 に シ ー ク エ ン ス を 行 い,標 的 ゲ ノ ム
配 列 と 相 同 の 塩 基 配 列 が 組 み 込 ま れ て い る こ と を
確 認 し た 。 こ の コ ロ ニ ー を 大 量 培 養 し,プ ラ ス ミ
ド精 製 し てCRIsPR/Cas9発現 ベ ク タ ー と し た 。
　 3.細 胞 培 養 と 遺 伝 子 導 入
　 培 地 はFBs(ThermoScientific,　Waltham,　MA)
10%を 含 む α-MEMを 用 い,　MC3T3-E1細 胞 を
6wellプレ ー トで 培 養 し た6)。70%コ ン フ ル エ ン
ト後 に 発 現 ベ ク タ ー6μgをXfect　Transfection
Reagent(Clontech,　Palo　Alto,　CA)に て,遺 伝 子
導 入 し た 。 こ れ ら の 細 胞 を150mm　dishに移 し た
後 に,ク ロ ー ニ ン グ シ リ ン ダ ー を 用 い シ ン グ ル コ
ロ ニ ー を 選 択 し,さ ら に 培 養 を し た 。
　 4.total　RNA抽 出 とRT-qPCR
　 total　RNA抽 出 後 にHigh-Capacity　cDNA
Reverse　Transcription　Kit(Applied　Biosystems,
CA)に て 逆 転 写 反 応 を 行 い,　cDNAに 対 し て
Gpr81プラ イ マ ー(セ ン ス プ ラ イ マ ー;5'-tct　tcc
tgc　ccc　tga　caa　tc -3',アン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー;
5'-ccg　tct　cag　gct　cca　aac　a -3',　PCR増 幅 産 物;
62bp)あ る い は,β-actinプ ラ イ マ ー(セ ン ス
プ ラ イ マ ー;5'-cat　ccg　taa　aga　cct　cta　tgc　caa　c
-3',ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー;5'-atg　gag　cca
ccg　atc　cac　a-3',　PCR増 幅 産 物171bp)とSYBR
Premix　Ex　TaqⅡ(タ カ ラ バ イ オ)と を 用 い て,
qPCRを 行 っ た 。
　 5.ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
　 全 細 胞 をRIPA　bufferにて 溶 解 し,20μgを 試
料 と し て10%SDS-PAGEで 泳 動 し た 。 こ れ を
PVDF膜 に 転 写 し た 後,　N102(和 光 純 薬,大 阪)
で ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 一 次 抗 体 と し て ウ サ ギ 抗
GPR81-S296抗体(sigma　Aldrich,　MO,　UsA)を
用 いLinked　streptavidin-Biotin法に て 検 出 を
行 っ た 。
　 6.DNAシ ー ク エ ン ス
　 CRIsPR/Cas9発現 ベ ク タ ー の シ ー ク エ ン ス は
LKO.15'プ ラ イ マ ー 　(5'-gac　tat　cat　atg　ctt　acc
gt-3')を用 い て,　PRISM　310ジェ ネ テ ィ ッ ク ア
ナ ラ イ ザ ー(Applied　Biosystems,　CA)に よ り
シ ー ク エ ン ス を 行 っ た 。 ま た,MC3T3-E1細 胞
の ゲ ノ ム シ ー ク エ ン ス は,(上 流 プ ラ イ マ ー;5'-
gct　gct　aga　gga　gcc　cta　gt　-3',下流 プ ラ イ マ ー;
5'-tct　ct　gac　ctc　gc　gtc　tt　-3')　に よ り,　Prime
STAR　GXL　DNA　Polymerase(タカ ラバ イ オ)を
用 い て ゲ ノ ムDNAの 一 部 を 増 幅 させ た 後 に,上
流 プ ラ イ マ ー を 用 い て サ イ ク ル シ ー ク エ ン ス 反 応
を 行 っ た 。
　 7.統計解析
　データは平均値 ±標準誤差で表記した。多群の
検定はstudent's　-testによる分散分析 により検
定 した。p値 が5%未満のとき統計的に有意差が
あると見なした。
　 遺 伝 子 導 入 したMC3T3-E1細胞 株(kO)45
株 のGpr81遺伝 子 発 現量 をRT-qPCRで定量 し
β-actinで補正 した 結果,野 生型 比 で72.4%で
あった。 この うち,約50%の 発現 を示 した もの と,
5%以 下の発 現で あ った もの を1株 ずつ(kO41,
kO16)を 選 択 しn=3でRT-gPCRに てGpr81
遺伝 子 発現 を定 量 した。 この 結果KO　41細胞 株,
kO16細胞 株 ともに野 生型 に比べ て,　Gpr81遺伝
子発 現 の有意 な減 少 が認 め られ た(図2)。 両 細
胞 と も位 相差顕微 鏡下 で観 察 した限 りで は,野 生
型 のMC3T3-E1細胞 と比較 して,形 態 的変 化 は
認 め られ なかった(未 掲 載)。
　 次 に野 生 型MC3T3-E1細胞,　kO16株お よび
kO41株か らゲ ノム抽出 を行い,フ ァース トPCR
の後 に未反応 ヌ クレオチ ドを除 き,1.5%アガ ロー
スゲ ル で電 気 泳 動 を行 った。 結 果,と もに約1,
000bpのDNA断 片が シ ングルバ ン ドと して,臭
化 エチ ジウム染色 下 で確 認 で きた(未 記載)。 こ
れ にサ イマル シークエ ンス反応 を行い,シ ー クエ
ンス を行 った結 果の一 部 とそこか ら翻訳 され るア
ミノ酸 コー ドを図3に 示 す。kO16株で はPAM
配列 か ら－7～-4ま で の4塩 基 が欠損 し,-3に
変異 が挿入 されて いた。この結果,読み枠 に フレー
ムシ フ トが発生 し,9番 目以降 のア ミノ酸 が変異
し24アミノ酸 か ら構 成 され る短 い ペ プチ ドが形
成 され て い る可能 性 が ある。kO41株につ いて も
同様 の シークエ ンス を行 ったが,+417以 降 は波
形 の重 な りで,解 読 で きな かった。
　 そ こで,kO16株 でGPR81ペ プ チ ドが翻 訳 さ
れ てい ない ことを確認 す る目的で,ウ エ ス タンブ
ロ ッテ ィング を行 っ た。GPR81は39.5kDaのペ
プ チ ド と し て 知 ら れ て い る が,野 生 型
MC3T3-E1細胞 の抽 出産物 で は約40kDaの位 置
にGPR81の抗 体 で染色 され たバ ン ドが検 出 され
た。 一 方,kO16株 で は こ の 位 置 の バ ン ドが
96.6%減少 した(図4A,　B)。
　DsB修復 は主にNHEJに よって行われ るが,
これは偶然にかつ連続的にエラーが挿入されやす
いことが知 られている。本研究ではGpr81遺伝
子 コ ー ド領 域 にDSBを 発生 させ る 目的 で,
MC3T3-E1細胞 にCRISPR/Cas9発現ベクター
を遺伝子導入 した。本方法で用いた遺伝子導入法
でのMC3T3-E1細胞への導入効率は一般 に70%
程度であることが知られているが,詳 細 について
は不明である。本研究で使用 したベクターで発現
するhCas9酵素には2A-GFPが融合 しているた
め,一 過性 に遺伝子導入 され た細胞 は波長395
nmの光で共鳴 し7)発光 を蛍光顕微鏡で観察す る
ことが可能である。 しかしなが ら,遺伝子組替 え
が起 こ らな くともCas9が転写 され さえすれば
DsBが発生すると考 えられ るため,観 察時に蛍
光 を発 しない細胞でDSBが生 じていないという
証拠 とはなり得ない。 この事か ら,本研究におい
て蛍光顕微鏡で観察 した時点では,発光 していた
細胞は,1視 野下で32.6±11.8%であったが,こ
れが遺伝子導入効率であるとは考えにくい。遺伝
子導入効率の効率 を改善す るために,今 後はより
効率のよいウイルスベクター等の開発が期待 され
る。
　 DsBの修復過程では,ミ スセンス変異やナ ン
センス突然変異,フ レームシフ ト変異が起 こるの
は勿 論の こ と,サ イ レン ト変異 やサ イ レン ト
ミューテーシ ョン,バ ックミューテーションなど
も起 こっていると考えられる。 さらに,こ れらが
対立遺伝子間で起 こるため,当 然の結果としてヘ
テロ接合体株 も存在する。KO41株のGpr81遺伝
子発現は52.8±5.49%であったが,こ れは対立遺
伝子の片方で ミスセンス変異かナ ンセンス突然変
異あるいはフレームシフ ト変異が対立遺伝子の片
方の対立遺伝子で起 こった結果であり,ヘ テロ接
合体株であると考 えられる。一方,kO16株では
Gpr81遺伝子がPAM配 列の上流－7か ら変異 し
ており,この結果 フレームシフ ト変異が起 こった
と考えられる。また,フ レームシフ トによる異常
なmRNAは,　RNA監 視機 構 によ り分解 され,
ス トップコ ドンが早期に見 られるような場合は,
翻訳 されることはない8)。
　一般にCas9はPAM配列か ら3塩 基離れた場
所を中心に切断 しDSBを形成す ることが知 られ
ている。DSB修復過程では複数の修復が連続す
ることを考慮す ると,本 研究のDNAシ ークエ ン
スの結果 も合理的なものである。また,Mashiko
ら9)はPX330プラス ミドを用いてマウスEs細 胞
のCetn1遺伝子 をノックダウンした。 この5ク
ローンのシークエス解析の結果は,①PAM配 列
から4塩基離れた場所の点変異,②2塩 基離れた
場所の点変異 と隣の塩基の点欠損,③2塩 基離れ
た場所の点 欠損,④3塩 基離 れた場所 の8塩 基欠
損,⑤PAM配 列 を含む16塩基の欠 損 が認 め られ
る もので あ った。 この結 果 は,PAM配 列 を含 む
gRNA相 補 的 配 列 と反 対側 の遺伝 子 も欠 損 す る
可能 性 を示 唆 して い る。
　 CRISPR/Cas9システ ムで はオ フターゲ ッ ト効
果 が 全 く な い わ け で は な い た め,本 研 究 で は
gRNAの 配列選択 はPAMを 含め た23merのみ な
らず15mer,11merでもな るべ く特 異 的 な配 列
を選択 した。 もっ と も合成RNAとCas9と を ト
ラ ンス フ ェク シ ョン し,Cas9の活性 化 を評価 す
る こ とでgRNA配 列 を決 定 す る方 法10)もあ る。
し か し な が ら,本 研 究 で 用 い た 方 法 で は,
CRISPR/Cas9発現ベ ク ター を数 時間で構築 可能
で あ り,非 常 に安価 で容 易で ある。 この簡便 さが
TALEヌ ク レア ーゼ と比較 した場合 のCRISPR/
Cas9システム の最大 特 徴 で あ り,上 記 方法 で は
この利 点 が半減 して しま うため に用 いなか った。
さ らに複 数 のCRISPR/Cas9発現 ベ ク ター を用
いて,同 一遺伝 子 に複 数 のDsBを 発生 させ る方
法 では,よ り確 実 に ノックダウ ン株 を樹立 可能 で
あ る と考 え られ る し,同 時 に複 数 の遺 伝 子 に
DSBを 発 生 す る こ と も可 能 で あ る11)。ま た,
Cas9の効 果 と してCel-1　assayによ る ミス マ ッ
チ の検 出 が一般 的で あ る12)が,DSB修復 結 果 と
してサ イレ ン ト変異や サ イレ ン トミューテ ーシ ョ
ンもあ り得 るため,参 考程 度 に しか な らない。
　CRIsPR/Cas9システムは,細 胞 中の目的の遺
伝子を ノックアウ トす るための非常に効率的な
ツールであると考えられる。
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